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Lipids are known to form liposomes by self-assemble in water solutions. Liposomes can encapsulate materials in 
their inside and have been used as a cell membrane model and a carrier of drugs. Although, materials could be 
encapsulated at the time of making liposomes, it was difficult to put materials into already making liposomes. To 
develop the novel methods for introducing materials into liposomes with micropipettes, I explored the manufacturing 
methods of liposomes and the undercoat of liposomal membranes. I have successfully put the 
membrane-non-permeable fluorescent substance into gelatin-undercoated liposomes. This developed method would 
be contributed to make the artificial cell and to evolve the drug delivery system. 
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1． 緒言 
 細胞膜の主成分であるリン脂質は 1 分子中に親水基と
疎水基を持つ両親媒性物質であり、それによって起こる疎
水性相互作用の働きにより、水溶液中で自己集合しリン脂
質二重膜を形成した後、膜を閉じてカプセル状になる。こ
れを人工脂質膜小胞（リポソーム）と呼ぶ。カプセル状に
なったリポソーム内部には DNA やタンパク質を含めた
様々な物質を封入することが可能である。このような特徴
に加え、作製方法が簡便な点、作製コストが低い点等の理
由から、リポソームは細胞モデルとしての利用[1]や、ド
ラッグデリバリーシステムにおける薬剤の担体としての
利用が進められてきた。リポソームを用いて細胞を再構成
するにあたって、タンパク質が正常に機能するような高塩
濃度で二価陽イオンを含む溶液条件下では、リポソームの
生成が困難であるという問題があった。しかし、作製した
後のリポソーム内に物質を追加移入することは難しく、本
研究ではその問題を解決する為、既に作製されたリポソー
ム内へマイクロピペットを用いて物質を外部から追加移
入する技術の開発を目指した。 
 
 
 
 
2． 実験方法 
(1)リポソームの作製 
 リポソームは最も簡単な作製方法である静置水和法と、 
リポソーム内部への物質封入が容易な界面通過法によっ
て作製した。位相差顕微鏡で観察及び物質の移入を行う為、 
内液には 0.5 M スクロース水溶液を、外液には 0.5 M グ
ルコース水溶液を用いた。マイクロピペットの穿刺による
リポソームの破裂を防ぐ為、界面通過法によってリポソー
ムを作製する際には内液として 0.5 M スクロース, 5wt% 
ゼラチン水溶液を用い、リポソーム膜に裏打ち構造を持た
せた。 
(2)マイクロピペットによる物質移入 
 プーラーとマイクロフォージを用いて、リポソームホー
ルディング用、物質移入用の 2種類のガラス製マイクロピ
ペットを作製した。マイクロピペットを操作するためのマ
イクロマニュピレーターと液体の吸引、吐出を行うための
セルトラムを倒立型位相差顕微鏡の左右に 1台ずつ設置
した(図 1)。物質移入用のマイクロピペットを穿刺しても
破裂しないことを確認出来たリポソームに対し、それらの
装置を用いて膜非透過性蛍光物質である Alexa Fluor 488
の移入を行った。 
 
 図 1 実験装置の概観 
 
3． 結果と考察 
(1) 静置水和法によって作製したリポソーム内へ
の物質移入 
 まず初めに、最も簡便なリポソームの作製方法である静
置水和法によって作製したリポソームへの、マイクロピペ
ットの穿刺を試みた。しかし、静置水和法によって作製し
たリポソームは、穿刺と同時に破裂した（図２）。 
 
 
図 2 穿刺前（上）と穿刺後（下）の 
リポソームの位相差像(scale bar=50µm) 
 
 様々な種類の細胞へのカンチレバー針を用いた穿刺研
究から、細胞への針の穿刺確率はその細胞の細胞膜裏側に
存在するアクチンメッシュワークの穴のサイズに依存す
ることが知られており[2]、裏打ち構造を持たないリポソ
ームには穿刺が出来なかったと考えられる。 
 
(2) 界面通過法によって作製したリポソーム内へ
の物質移入 
 次に、リポソーム膜に裏打ち構造を持たせるため、内液
に 5wt%のゼラチンを含ませたリポソームを界面通過法
によって作製し、マイクロピペットの穿刺を試みた。その
結果、内液にゼラチンを含ませたリポソームはマイクロピ
ペットを穿刺しても破裂することなく、膜非透過性の蛍光
物質を移入することが可能であった（図 3）。 
 
 
図 3 蛍光物質移入前（上）と蛍光物質移入後（下）の 
リポソーム。写真は位相差像と蛍光像のマージであり、蛍
光像のみ輝度を増大させている。(scale bar=10µm) 
 
4． 結言 
 本研究により、マイクロピペットを用いたリポソーム内
への物質移入技術の開発に成功した。 
 本研究ではリポソーム膜の裏打ち構造としてゼラチン
を用いたが、細胞ではアクチンによるメッシュワークが裏
打ち構造として存在しており、今後はアクチンメッシュワ
ークを用いた検討も必要であると考えている。 
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